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摘要:以聚 N-异丙基丙烯酰胺(PNIP)作为免疫反应载体 , 以铁酞菁作为 HRP 的新型模拟酶来
标记抗人 HBsAg 抗体 , 建立了基于热相分离技术的夹心型荧光免疫分析 HBsAg 的方法.HBsAg
浓度在 20 ～ 5000ng/ mL范围与体系的相对荧光强度呈良好线性关系.检测限 8ng/mL.
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近年 , 我们利用 PNIP独特的热敏性质 , 以氯化血红素为标记物 , 建立了热敏相分离模
拟酶催化荧光免疫分析方法〔1 , 2〕.本实验合成了四磺基铁酞菁和PNIP , 以PNIP作为免疫反
应载体 , 建立了基于热相分离技术的夹心型荧光免疫分析 HBsAg 的新方法.
1　仪器及试剂
　　Hitachi 650-10S荧光分光光度计;Shimadzu UV -240 紫外可见分光光度计;TG L-
16G型低温高速离心机;SHZ-88台式恒温振荡器;Model PHS -301 pH 计;四磺基铁酞菁





　　取羊抗人 HBsAg 抗体 165μg , 加到 4mL 磷酸缓冲生理盐水溶液中(PBS , pH =8.0),
加入 30μL 含 0.1%NAS 的二甲亚砜溶液 , 将反应混合液置于 37℃水浴中恒温振荡 60min.
反应混合液于 4℃透析3次 , 除去未和抗体结合的游离NAS.向透析产物(NAS-Ab)溶液中
加入 20mgNIP 单体 , 10mg 过硫酸铵以及 10μLTEMED , 混合物在 25℃水浴中恒温振荡 2h
后于 37℃水浴中恒温 10min , 然后在 37℃空气浴中高速离心 10min(12000rpm/min), 倾掉
上清液 , 沉淀溶于冰冷的 PBS中 , 再于 37℃水浴中恒温 10min , 高速离心.如此重复 3次 ,
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　　于 5mL 0.2mol/L 碳酸盐缓冲液(pH=9.5)中加入 20μL 33mg/mL 羊抗人 HBsAg 多克
隆抗体 , 备用.称取 0.2g 铁酞菁和 0.4g PCl5 , 在研钵中混匀 , 于通风橱中研磨 5min , 加
入4mL无水丙酮 , 继续研磨 5min , 然后迅速将混合物过滤 , 取滤液 0.1mL 加入到抗人
HBsAg 抗体溶液中 , 在 25℃下反应 6h.将混合液透析过夜后 , 用葡聚糖凝胶 G -50柱层
析.收集洗脱下来的标记组分 , 分装 , 冷藏.
2.3 夹心法免疫分析
　　向1mL离心管中加入50μLPNIP-抗体(165μg/mL)和一定量的HBsAg标准溶液 (或待
测血清), 25℃温育 1h , 按上述方法洗净.再加入 40μL 标记抗体(390μg/mL), 25℃温育 1
h , 再按上述方法洗净.加入生荧底物 , 反应 20min后测量荧光强度.
2.4 HBsAg工作曲线
　　结果表明 , 当 HBsAg 浓度在 20 ～ 5000ng/mL 范围内 , 体系的相对荧光强度与 HBsAg
的浓度成良好的线性关系.检测限 (3σ/ S)为 8ng/mL.相关系数为 0.9991.
2.5样品测定
　　利用上述方法对乙肝病人血清中的 HBsAg 含量进行测定 , 并和酶联吸附免疫分析结果
作了比较 , 结果见表 1.可以看出 , 这 2种方法的测定结果完全一致.在对病人血清的检测
中 , 每批样品的批内相对标准偏差小于 5%.该方法的可靠性用加入回收实验进行了验证 ,
结果令人满意.























注:本法测定为 6次测定平均值;EL ISA 结果由厦门市中医医院提供;“+” 表示乙肝表面抗原测定呈阳性
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Mimetic-Enzyme Fluoroimmunoassay for HBsAg Based
on Thermal Phase Separating Technique
YANG Huang-hao , ZHU Qing -Zhi , LI Dong-hui , CHEN Qiu-Ying , XU Jin-gou
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Abstract:An anti-HBsAg antibody was conjugated to Poly -N -Isopropylacrylamide , and a
novel polymer-mimetic enzyme fluoroimmunoassay method for the determination of HBsAg w ith
sandwich fo rmat w as proposed by using iron -tet rasulfonatophthalocyanine (FeTSPc)as a la-
belling reagent.The calibration g raph for HBsAg was linear over the range of 20 ～ 5000ng/mL
w ith a detection limit of 8ng/mL .
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